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"Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Nukleinsauren" 
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"Vorrichtunq und Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Nukleinsauren" 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren aus Zellen oder anderen 
Quellen und eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Ver- 
fahrens gemafi Oberbegriff des Patentanspruchs 16. 

Bei der Preparation von Nukleinsauren mussen die Zellen 
zunachst durch die Verwendung von Enzymen, wie zum Bei- 
spiel Proteinase K, Lysozym und Detergentien wie SDS, 
Brij, Triton-X-100, Tween 20, DOC und Chemikalien wie 
Natriumhydroxid, Guanidin-Hydrochlorid und Guanidin-Iso- 
thiocyanat auf geschlossen werden. Dem Experimentator 
stellt sich das Problem, vor der Reinigung der Nuklein- 
sauren die Zelltrummer zu entfernen und dann aus dem 
Zell-Lysat die Nukleinsauren oder Nukleinsauref raktionen 
zu isolieren. Weiterhin mussen bei der Preparation von 
Plasmid DNA oder genomischer DNA haufig verwendete 
Detergentien, wie SDS (Sodiumdodecylsulf at) , entfernt 
werden. Dies erfolgt wie in den meisten Fallen bei 
Verwendung von SDS durch ein Ausf alien mit Kalziumacetat , 
da das Kaliumsalz von SDS schwer loslich ist. Die Zell- 
trummer werden dann zusammen mit dem ausgef allenen SDS 
abzentrifugiert. Da die Bestandteile im Lysat ein sehr 
voluminoses und schmieriges, gelartiges Pellet ergeben, 
bereitet selbst die Abtrennung dieser Trummer in einer 
hochtourigen Zentrifuge Schwierigkeiten. ublicherweise 
erfolgt die Entfernung der Zelltrummer durch eine Zentri- 
fugation zwischen 5.000 g bis 20,000 g fur 15 bis 60 
Minuten. Dieses Verfahren hat den Nachteil, daS es sehr 
zeit- und arbeitsaufwendig ist und sich nicht automa- 
tisieren laBt. 
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Die DE-A 36 39 949 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung langkettiger Nukleinsauren von anderen Sub- 
stanzen aus Bakterien, Viren, tierischen und pflanzlichen 
Geweben und Zellen sowie Korperf lussigkeiten, insbesondere 
Zellinhaltsstof fen und/oder deren Abbauprodukten sowie 
Bestandteilen der Korperf liissigkeiten, die nicht lang- 
kettige Nukleinsauren sind. Dabei werden die langkettigen 
Nukleinsauren nach einem schonenden AufschluS und Ent- 
fernung der Zellbruchstiicke und anderer ungeldster Be- 
standteile an einem Anionenaustauscher fixiert, wahrend 
die abzutrennenden Substanzen ausgewaschen werden. Danach 
werden die fixierten Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von der Matrix wieder abgelost. 

Aus der DE-A 3 7 17 211 ist ein Verfahren bekannt zur 
Trennung und Reinigung von Biopolymeren, wie Nuklein- 
sauren, wobei die Nukleinsauren an einer in einer spe- 
ziellen Vorrichtung angeordneten Matrix adsorbiert 
werden. Die Puf f erbedingungen sind dabei so eingestellt, 
da£ die Nukleinsauren iiberwiegend adsorbiert werden, 
wahrend storende Substanzen, wie Proteine, niedermole- 
kulare Stoffe oder auch Zelltrummer, nicht gebunden 
werden, 

Nachteilig an diesem stellvertretenden Stand der Technik 
ist die Tatsache, dafi ein Zentrifugationsschritt zur Ent- 
fernung der Zellbruchstiicke und der ungelosten Bestand- 
teile aus dem Zell-Lysat notwendig ist. Ein weiteres 
Problem besteht darin, da£ die Nukleinsauren durch die 
Elution in Puffern hoher Ionenstarke von den in grower 
Konzentration vorhandenen Salzen befreit und gleichzeitig 
konzentriert werden miissen. In den allermeisten Fallen 
sind die weiteren Verf ahrensoperationen mit den so ge- 
wonnenen Nukleinsauren nur mit Puf f erbedingungen moglich, 
die geringere Ionenstarken aufweisen. Die Entfernung der 
in hoher Konzentration im Puffer gelosten Salze kann auch 
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durch Dialyse erfolgen, jedoch fiihrt dies zu merklicher 
Degradation der Nukleinsauren in den entsprechenden 
Proben. Nach der Dialyse mu3 die entsalzte Nukleinsaure 
durch eine Gef riertrocknung konzentriert werden* Eine 
andere Art der Konzentrierung erfolgt durch eine Fallung 
der Nukleinsaure mit Ethanol, Isopropanol, Polyethylen- 
glykol (PEG) . Die Nukleinsauren sind in diesem System 
nicht loslich und fallen aus. Die ausgef allenen Nuklein- 
sauren mussen jedoch durch einen Zentrifugationsschritt 
pellet iert werden • Das Nukleinsaurepellet wird kurz ge- 
trocknet und anschlieI3end in einem kleinen Volumenpuf f er 
sehr niedriger Salzkonzentrationen gelost, urn eine kon- 
zentrierte salzfreie Nukleinsaureprobe zu erhalten. Durch 
diese Zentrifugations- und Fallungsverf ahren ist eine 
einfache und schnelle Gewinnung von Nukleinsauren nicht 
moglich und eine Automatisierung laBt sich nur schwer 
durchfiihren. Andererseits steigt der Bedarf nach ein- 
fachen und automatischen Verfahren zur Preparation von 
Nukleinsauren durch das Vordringen der Molekularbiologie 
in die klinische Diagnostik sowie die Sequenzierung des 
menschlichen Genoms. Dabei sind jeweils groBe Proben- 
mengen auf zuarbeiten. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, daS es er- 
moglicht, Nukleinsauren zu isolieren und zu reinigen, 
ohne dafi ein Zentrif ugationsschrif t zur Entfernung der 
Zellbruchstucke oder ungeloster Bestandteile des Zell- 
Lysats notwendig ware und, ohne daB die Nukleinsauren in 
Puf fersystemen hoher Salzkonzentrationen anf alien, wobei 
die Nukleinsauren einen nachgeschalteten Entsalzungs- und 
Konzentrierungsschritt notwendig machen. Das bereitzu- 
stellende Verfahren soil die Nukleinsauren praktisch in 
einem direkt weiterverarbeitbaren Zustand lief em. Ein 
weiterer Aspekt des genannten technischen Problems be- 
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steht in der Schaffung einer Vorrichtung, mit der das 
Verfahren in besonders vorteilhaf ter Weise ausgefiihrt 
werden kann. Das der Erfindung zugrundeliegende technische 
Problem wird in iiberraschend einfacher Weise durch ein 
Verfahren geldst, daJS durch die Merkmale des Anspruchs 1, 
34, 36 charakterisiert ist. Die daran anschlieBenden Ver- 
f ahrensanspriiche betref fen bevorzugte Ausfiihrungsf ormen 
des erf indungsgemaBen Verfahrens. 

Eine Vorrichtung, mit der das erf indungsgemafie Verfahren 
in besonders vorteilhaf ter Weise ausgefiihrt werden kann, 
ist durch die Merkmale des Anspruchs 16, 35, 3 7 charakte- 
risiert. Die darauf zuruckbezogenen Unteranspriiche be- 
treffen weitere bevorzugte Ausfiihrungsf ormen der erfin- 
dungsgemaflen Vorrichtung. 

Zunachst werden die Zellen, deren Nukleinsaure isoliert 
werden sollen, in iiblicher Weise auf geschlossen und die 
Z el It rummer werden entfernt. Dies kann mittels Filtration 
Oder Zentrifugation geschehen. Vorzugsweise erfolgt die 
Gewinnung der klaren Zell-Lysate durch eine Filtration 
iiber eine stufenweise oder asymetrisch aufgebaute Filter- 
schicht. Das die Nukleinsauren enthaltende Filtrat kann 
sofort mit Anionenaustauschern behandelt werden. Als 
Anionenaustauscher kann ein handelsiibliches Material aus- 
gewahlt werden, welches eine Bindung der zu isolierenden 
Nukleinsaure unter den jeweiligen Praparationsbedingungen 
erlaubt. Die Anionenaustauscher sind vorzugsweise ober- 
f lachenmodif izierte Trager aus einer Matrix, vorzugsweise 
bestehend aus Agarose, Dextran, Zellulose, Acrylamid, 
Polyvinylalkohol, Polystyrol, Glas, Aluminiumoxid, Titan- 
dioxid, Zirkondioxid oder Silicagel, wie zum Beispiel 
DEAE-Sepharose R , Q-Sepharose R , DEAE-Sephadex R , DEAE- 

T> T> R R 

Toyopearl , Amberlite , Nukleogen , Qiagen . Die Anionen- 
austauscher konnen porose Tragermaterialien mit einer zur 
Wechselwirkung geeigneten inneren Oberflache hoher Kapa- 
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zitat Oder nicht porose Tragermaterialien sein, die nur 
auf der auBeren Oberflache eine Wechselwirkung mit dem zu 
trennenden Gemisch eingeht. Ganz besonders bevorzugt 
handelt es sich bei dem Anionenaustauscher um ein Material 
auf Basis von Silicagel, das eine PartikelgroBe von 1 bis 
250 tim, vorzugsweise 10 bis 50 fim und ganz besonders be- 
vorzugt 15 bis 2 5 Mitt und einen Porendurchmesser von 1 bis 
2.500 nm, bevorzugt 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
200 bis 400 nm, aufweist. Als Anionenaustauschermaterial 
hat sich insbesondere ein Material mit hoher Oberflachen- 
ladung und hoher Bindungskapazitat fur Nukleinsauren er- 
wiesen. Die Modif izierung des Silicagels erfolgt vorzugs- 
weise durch Silanisierung des Tragermaterials , wie bei- 
spielsweise in der EP-A 83 901 065, DE-A-39 35 098 und 
US-A-5, 057,426 offenbart. In der EP-A 83 901 065 wird zum 
Beispiel gamma-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und 
N, N-Dimethylaminoethanol zur Modif izierung des Trager- 
materials verwendet. 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Bedingun- 
gen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salzkonzentra- 
tionen vorliegen. Vorzugsweise sind dies niedrigere Salz- 
konzentrationen als solche mit der die Nukleinsauren von 
der Saule eluiert werden konnen. Je nach verwendeten 
Ionenaustauschermaterialien und pH-Werten kann die Salz- 
konzentration dabei 0,25 bis 1,5 M betragen. 

Nach der Adsorption der Nukleinsauren an dem Anionenaus- 
tauschermaterial kann sich mindestens ein Waschschritt 
mit Puffer geringer Ionenstarke anschliefcen. 

Vorzugsweise befindet sich das Inonenaustauschermaterial 
dabei in einem iiberwiegend zylindrischen Hohlkorper einer 
Saule. Die Saule wird dann mit einer Salzlosung gewaschen, 
deren Ionenstarke so hoch wie moglich ist, ohne daS die 
erwiinschte Nukleinsaure eluiert wird. Damit werden nieder- 
molekulare und schwach geladene Verunreinigungen und 
Proteine ausgewaschen. 
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Danach wird die Nukleinsaure mit einem Puffer hoher 
lonenstarke von dem Anionenaustauschermaterial desor- 
bxert, um dann unmittelbar im Elutionspuf f er hoher lonen- 
starke mit einem mineralischen Trager gebunden zu werden 
Nukleinsauren konnen in Gegenwart von chaotropen Salzen 
wie Natriumiodid, Natriumperchlorat an f eingemahlenem 
Glas oder Silicagel gebunden werden, wenn man die Nuklein- 
sauren mit der feinen Glas- bzw. Silicagelsuspension ver- 
setzt und langere Zeit inkubiert, um eine Bindung der 
Nukleinsaure an das Silicagel zu ermoglichen (B. Vogel- 
stein und D. Gillespie, 1979, Proc. Nat. Aca. Sci USA, 
76, 615 - 19; Preparative and analytical purification of 
DNA from agarose; R. Yang, J. Lis und B. Wu, 1979 
Elution of DNA from agarose after gel electrophoresis 
Methods Enzymol. 65, 176 - 182; M. A. Marko, R. Chipper- 
field und H.C. Birnboim, 1982, A procedure for the large 
scale isolation of highly purified plasmid DNA using 
alkalxne extraction and binding to glass powder, Anal. 
Biochem, 121, 382 - 387). 

Das erfindungsgemafle Verfahren zeigt uberraschenderweise 
da/3 Nukleinsaure auch beim Passieren von sehr dunnen 
Schxchten von Glas oder Silicagel effizient adsorbieren 
obwohl die Verweilzeit nur 1 - 30 Sekunden betragt. Es' 
zeagt sich auch, dafl eine Bindung in hohen Natriumchlorid- 
und Lithiumchloridkonzentrationen erfolgt und chaotrope 
Salze nicht notwendig sind. Auch ist bisher eine Kombi- 
natxon aus Anionenaustauscher und Silicagel nicht be- 
schrieben, wobei der Anionenaustauscher die Reinigung der 
Nukleinsaure ubernimmt und bei den Konzentrationen von 
0,25 M - 1,5 M salz zwar die Verunreinigungen, wie Meta- 
boliten, Proteine und teilweise RNA, Polysaccharide ent- 
fernt werden, aber diese unter den gegebenen Bedingungen 
nicht an die nachgeschaltete Silicagelschicht adsorbieren 
konnen, und die Silicagelschicht die Entsalzungs- und 
Konzentrationsaufgabe ubernimmt, wenn die Nukleinsaure im 


t 


- 7 - 


folgenden Schritt mit einer Salzkonzentration vom Anionen- 
austauscher eluiert wird, die hoch genug ist die Nuklein- 
saure an die Silicagelschicht adsorbieren kann. 

Als Puffersalze in den angegebenen Konzentrationen kommen 
fur den Adsorptionsschritt an den mineralischen Trager 
folgende in Betracht: 

Salz Konzentration 

NaCl: 3 - 5 M 

NaC104: 5 - 7 M 

Gu-HCl: 5 - 7 M 

NaJ: 3 - 5 M 

Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach durch Auf- 
tropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird die Silicagelschicht mit 
einer Perchloratldsung, pH 6,5 bis 8,5, insbesondere pH 7 
bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweckmaBig durch Pipettie- 
ren und Durchsaugen. Besonders bevorzugt wird hierzu eine 
Losung, die 4 bis 8 M/l NaC104, 5 bis 20 mM/1 Tris-HCl, 
pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 mM/1 EDTA enthalt, verwendet. 
Nach dem Entfernen der chaotropen Losungen, insbesondere 
der Natriumperchloratlosung, wird vorzugsweise mit waBri- 
gem Ethanol nachgewaschen, zum Beispiel mit 50 bis 
90%-igem Ethanol. 

Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Elution in 
ublicher Weise mit einer verdiinnten waBrigen Salzlosung, 
wie z. B. in Anal. Biochem. 101 , 339 - 341 (1980) be- 
schrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 0,5 bis 2 
mM/1 Tris-HCl, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 0,2 mM/1 
EDTA, im folgenden als TE bezeichnet. Besonders bevorzugt 
wird ein pH-Wert von 7,5 bis 8,5. Ein anderes geeignetes 
Elutionsmittel sind verdunnte Detergenslosungen, wie zum 
Beispiel 0,1% SDS, die jedoch weniger bevorzugt werden. 
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Es hat sich gezeigt, daB auBer Silicagel auch andere 
mineralische Trager 2U r Adsorption der Nukleinsaure 
geeignet sind. In einer bevorzugten Form wird jedoch 
Silicagel der PartikelgroBe 1 bis 250 M », bevorzugt 5 bis 
50 nm, insbesonderen 15 - 25 M m, eingesetzt. Die Ent- 
salzungsschicht kann als eine lose geschiittete Schicht, 
die zwischen zwei PE -Fritten eingeschlossen ist, in der 
Extraktionssaule eingesetzt werden. Eine andere Ausfuh- 
rungsform beinhaltet die Anwendung der mineralischen 
Trager in Membranform nach EP 0 323 055 (07.12.1988, 3M, 
Composition Chromatographic Article) . 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren konnen Nukleinsauren 
verschiedenster Provenienz getrennt und prapariert wer- 
den. Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Nukleinsauren aus 
Bakterien, Zellkulturen, Blut, Gewebe, Urin, Viren oder 
aus Amplifikationsreaktionen, wie PCR (Polymerase Chain 
Reaction), SSSR (Self -Sustained-Sequence Replication), 
Ligase-Chain-Reaction und ahnlichen Reaktionen stamen, 
oder ob es sich urn markierte Nukleinsauren, wie in Biotin 
markierte, f luoreszens-markierte oder radioaktiv markierte 
Nukleinsauren handelt. Als Nukleinsaure kommen Nuklein- 
sauren in einem GroBenbereich vom 10 Nukleotiden bis 
200.000 Nukleotiden in Betracht. Als Nukleinsauren im 
Sinne der Erfindung werden Olegonukleotide von 10 bis 100 
Nukleotiden, RNA mit 50 bis 25.000 Nukleotiden, Plasmid- 
DNA mit 2.500 bis 25.000 Basenpaaren, Cosmid-DNA mit 
5.000 bis 60.000 Basenpaaren oder genomische DNA mit 100 
bis 200.000 Basenpaaren verstanden. 

Die nach Schritt d) des erf indungsgemaBen Verfahrens er- 
haltene Nukleinsaurefraktion oder -fraktionen werden in 
Losungen mit geringer Salzbelastung erhalten. Es ist 
somit moglich, die fur die weitere Prozessierung erf order- 
lichen Pufferbedingungen nachtraglich einzustellen. in 
besonders vorteilhafter Weise wird die an dem Silicaglas 
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gebundene Nukleinsaure bereits in dem zur Weiterverar- 
beitung bestimmten Puffer eluiert. 

Die isolierten Nukleinsauren werden fur die unterschied- 
lichsten Anwendungen eingesetzt. Besonders haufig erfolgt 
die enzymatische Umsetzung mit Restriktionsenzymen, Poly- 
merasen und Ligasen zur Restriktionsanalyse, Sequenzie- 
rung, Markierung mit Radioaktivitat oder nicht radio- 
aktiven Markern, wie Biotin, FITC, Digoxigenin und der 
Amplif ikation mit Hilfe der PCR, SSSR (Self-Sustained- 
Sequence Replication) und Ligase-Chain-Reaction. 

Die Figuren zeigen bevorzugte Ausfiihrungsf ormen der er- 
f indungsgemafien Vorrichtung, 

Die Figur 1 zeigt eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des 
erf indungsgemaBen Verfahrens, die aus einem Hohlkorper 1 
mit einer Einlafcof f nung 7 und einer AuslaSof f nung 8 be- 
steht. Der Hohlkorper besteht vorzugsweise aus Polypropy- 
len (PP) , Polyethylen (PE) , Polymethylmethacrylat (PMMA) , 
Polytetrafluorethylen (PTEE) , Polyethylterephthalat (PET) 
oder Polyacrylnitril (PAN) . Im Hohlkorper 1 ist zwischen 
zwei Fixiereinrichtungen 5, 6 ein pulverf ormiges erstes 
Material aus einem mineralischen Tragermaterial 10 ange- 
ordnet. Im Hohlkorper 1 befindet sich ein zweites pulver- 
formiges Material 11 aus einem mineralischen Tragerma- 
terial zwischen dem ersten Material 10 und der AuslaB- 
offnung 8. Die ersten und zweiten Materialien 10, 11 
weisen unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur 
Nukleinsauren auf. Die Unterschiede in den Adsorptions- 
charakteristika werden durch unterschiedliches Ad- 
sorptionsverhalten in Puffern hoher bzw. niedriger Ionen- 
starken bestimmt. Werden zum Beispiel Nukleinsauren vom 
ersten Material 10 unter Bedingungen niedriger Ionen- 
starke gebunden, so mufi das zweite Material 11 in der 
Lage sein, Nukleinsauren unter Puf f erbedingungen nie- 
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driger Ionenstarke ungehindert passieren zu lassen, wo- 
hingegen unter Bedingungen hoher Ionenstarke die Nuklein- 
saure vom ersten Material 10 desorbiert und an dem 
zweiten Material 11 adsorbiert wird. 

Vorzugsweise besteht das erste pulverf ormige Material 10 
aus einem Anionenaustauscher aus oberf lachenmodif izierten 
Tragermaterialien auf Basis von Agarose, Dextranen, 
Cellulose, Acrylamid, Polyvinylalkohol , Polystyrol, Glas, 
Aluminiumoxid, Titanoxid, Zirkondioxid oder Silicagel, 
insbesondere Anionenaustauscher der oben genannten Art 
auf Silicagelbasis. Der vorzugsweise basische Ionenaus- 
tauscher weist eine PartikelgroBe von 1 bis 2 50 nm, bevor- 
zugt von 10 bis 40 ^m, insbesondere 15 bis 25 fjtm, und 
einem Porendur chmes ser von 1 bis 2.500 nm, vorzugsweise 
10 bis 500 nm, insbesondere 200 - 400 nm, auf. 

Das zweite Material 11 ist ein mineralisches Trager- 
material, insbesondere aus Silicagel, Glas, Zeolith, 
Aluminiumoxid, Titandioxid, Zirkiondioxid, Kaolin, 
Kieselalgen, vorzugsweise ein Silicaglas, gegebenenf alls 
in Form einer Silicagelsuspension. Das zweite Material 11 
weist vorzugsweise eine PartikelgroBe von 1 - 2 50 nm, 
insbesondere 10 bis 30 /im, bevorzugt 15 bis 25 fim, auf. 

Die Einrichtungen 5 und 6 bestehen vorzugsweise aus ge- 
sintertem Glas (Fritten) oder Membranen aus Kunststoff, 
wie Polyethylen, PTFE, Polypropylen, Glas, Keramik, Nylon 
oder ein Vlies aus Polypropylen, Poylethylen, Nylon. Die 
Porositat der Einrichtungen 5, 6 betragt vorzugsweise 10 
bis 500 Mm. 

Eine weitere bevorzugte Aus fiihrungs form der erf indungsge- 
mafien Vorrichtung zeigt die Figur 2 . Dort ist das erste 
Material 10 und das zweite Material 11 so im Hohlkorper 1 
angeordnet, dafi die Materialien 10, 11 direkt aneinander- 
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grenzen und zwar in getrennten Schichten, die gemeinsam 
von den Fixiereinrichtungen 5, 6 gehalten werden. Vor- 
zugsweise kann das Material durch eine Trenneinrichtung 
13 getrennt werden, wobei die Trenneinrichtung 13 eine 
porose Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas, oder 
eine Kunststof fmembran, oder Gewebe, vorzugsweise aus 
Nylon, ist. 

Die Figur 3 zeigt eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm 
der erf indungsgemaBen Vorrichtung, wobei das zweite Ma- 
terial 11 in dem einen Kanal bildenden Auslafl 18 zwischen 
den Fixiereinrichtungen 5, 15 fixiert ist. Die einen 
Kanal bildende AuslaBdf f nung 18 weist einen geringeren 
Querschnitt als der Hohlkorper 1 auf und miindet vorzugs- 
weise in einem Kanal 18a, dessen Querschnitt geringer als 
derjenige des Kanals 18 ist. Das erste Material 10 be- 
findet sich im Lumen des Hohlkdrpers 1 im Bereich des 
groBeren Durchmessers und ist durch die Einrichtung 6, 16 
fixiert. Es kann dabei vorteilhaft sein, das erste und 
zweite Material 10, 11 aneinandergrenzen zu lassen, so 
da£ diese nur durch eine gemeinsame Einrichtung 17 ge- 
trennt sind (siehe Figur 4) . 

Die Figur 5 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erf indungsgema3en Vorrichtung, die im Hohl- 
korper neben den Schichten aus einem ersten und zweiten 
Material 10, 11 eine weitere Schicht 12 auf weist, die 
iiber dem ersten Material 10 angeordnet ist. Die Schicht 
12 ist als mechanische Filtereinrichtung ausgebildet. 
Vorzugsweise ist die dritte Schicht 12 ein asymmetrischer 
Filter, wobei die PorengroBen des Filters in FlieBrichtung 
der Probe, also von Zufuhrungsof f nung 7 zur AuslaBof f nung 
8 bzw. 18, abnimmt. Damit konnen auch noch in der Probe 
befindliche Zelltrummer entfernt werden, ohne da!3 die 
Gefahr einer Verstopfung der Vorrichtung besteht. 


» 


- 12 - 


Die Materialien 10 und n konnen in samtlichen Ausfuh- 
rungsformen der erf indungsgemaBen Vorrichtung entweder 
pulverformig und/oder als Presskorper ausgebildet sein 
Wenn die Materialien 10, 11 in Partikelform vorliegen 
kann es empfehlenswert sein, diese in einem Tragernetz 
aus inerten Kunststoffen einzubetten, so da* die Schich- 
ten in Form einer Membran vorliegen gemafl US-PS 4,810 381 
und US-PS 4,699,717 sowie in der DE 41 27 276 vorgeschla- 
gen. Das Tragernetz kann aus Teflon bestehen. 

Die Figur 6 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfiih- 
rungsform der erf indungsgemaBen Vorrichtung, wobei acht 
einzelne, getrennte Vorrichtungen gemafl Figur 2 anein- 
andergrenzen und eine Achtereinheit bilden. Der Vorteil 
dieser Aus fiihrungs form, die mit jeder der in l - 5 be- 
schriebenen Einzelformen durchfiihrbar ist, liegt in der 
parallelen Preparation von 8 Proben unter Zuhilfenahme 
von Mehrkanalpipetten. Diese Form kann auch 12 mal an- 
einandergesetzt hergestellt werden, wobei 9 6 Proben 
prozessierbar werden. Der groBe Vorteil ist dann gegeben, 
wenn das international standardisierte Mikrotiter-Format 
verwendet wird. 

Die Figur 7 beschreibt eine Vorrichtung, die in einem 
zylmdrischen Hohlkorper 1 mit EinlaBof fnung 7 und Aus- 
lafloffnung 8 ein Anionenaustauschermaterial 10 zwischen 
zwei Einrichtungen 6 und 5 fixiert enthalt. Darauf ist 
aufgesteckt ein weiterer zylindrischer Hohlkorper in 
dessen Lumen verschiedene Filterschichten angeordnet 
smd. Die Filterschichten 20, 21, 22 konnen aus ge- 
smtertem Polyethylen, Polypropylen, PTFE, Glas, Silica- 
gel, Aluminiumoxid oder geschiitteten Diatomenerde, z. b 
Cellit oder Silicagel bestehen. Aber auch verwebtes, ver- 
klebtes Vlies in Form von Polypropylen, Polyester, Glas- 
fasern und Silica kommen in Betracht. Die Porositat der 
emzelnen Schichten betragt vorzugsweise 15 M m bis 500 M m 
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in einer Dicke von 0,1 mm bis 10 mm. Die Porengrofle der 
Filterschicht wird, in FlieBrichtung gesehen, von Schicht 
zu Schicht geringer. In einer typischen Ausf iihrungsf orm 
betragt die GroBe der Poren in der Schicht 20 etwa loo 
bis 300 iim, in der Schicht 21 30 bis 100 nm und in der 
dritten Filterschicht 5 bis 30 /m. 

Die Figur 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm 
der Vorrichtung nach Figur 7, wobei als, in FlieBrichtung 
gesehen, oberste Filterschicht 2 3 eine hydrophobe Schicht 
eingesetzt wird. Die hydrophobe Trennschicht 2 3 verhindert 
die unerwunschte Penetration des rohen Zell-Lysats in die 
Filterschicht vor Beginn der eigentlichen Filtration. Die 
hydrophobe Trennschicht 2 3 besteht vorzugsweise aus ver- 
sponnenem Oder gesintertem Polypropylen, Polyethylen, 
Polyester Oder Polytetraf luoroetylen (PTFE) -Fasern, in 
einer Porositat von 10 bis 500 fj.m und vorzugsweise 
eine Dicke von 0,1 bis 5 mm. 

Die Figur 9 beschreibt eine Filtrationsvorrichtung, die 
ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Figuren 7 und 8 
beschriebenen, mit dem Unterschied, daB verschiedene 
Filterschichten mit abnehmender Porengrofle in einer 
einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abnehmender 
Porengrofle verbunden sind. Die asymmetrische Filterschicht 
12 ist vorzugsweise mit einer hydrophoben Filterschicht 
2 3 am oberen Ende, in FlieBrichtung gesehen, versehen. 
Die asymmetrische Filterschicht 12 besteht vorzugsweise 
aus versponnenem Polypropylen oder Polyesterf asern; 
kommerziell erhaltlich sind Profile, beispielsweise von 
Pall Filtertechnik, Dreieich, Frankfurt, mit Porositats- 
abstufungen von 500 bis 50 fim, 100 bis 10 ^m, 50 bis 5 fim 
sowie 10 bis 0,1 nm. Die Dicke der asymmetrischen Filter- 
schicht sollte vorzugsweise 1 mm bis 10 mm betragen. 
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Die Figur 10 beschreibt Filtrationseinrichtungen zur Ab- 
trennung von Nukleinsauren im erf indungsgemaAen Sinne 
WObei auf die Filterkonfigurationen der Figur 9 zuriick- 
gegriffen wird und wobei eine asymmetrische Filterschicht 
nit einer hydrophoben Filterschicht 23 versehen ist. im 
Hohlkorper 1 befindet sich anstelle des Anionenaus- 
tauschers 10 ein mineralischer Trager 11, der in der Lage 
ist, Nukleinsauren in hochkonzentrierten Salzlosungen zu 
adsorbieren. 


Die Figur 11 beschreibt eine Konf iguration in einer Ver- 
bindung der Figuren 9 und 10. Dabei wird der Vorrichtung, 
die in Figur 2 beschrieben wird, lediglich ein Filterauf- 
satz bestehend aus einem asymmetrischen Filter 12 und 
einer hydrophoben Filterschicht 2 3 zugeordnet etwa durch 
Emstecken einer entsprechend ausgebildeten Kartusche. 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Figuren 1 bis 5 
und 7 bis ii naher beschrieben worden sind, lassen sich 
m eineiti Mikrotiterstreifen bestehend aus 8 aneinanderge- 
setzten Einzelvorrichtungen anordnen. Beispielhaft ist 
dies nocheinmal in den Figuren 12 bis 14 dargestellt. 

Die Figur 12 zeigt eine Filtrationsvorrichtung ait An- 
icnenaustauscher wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8 x 12 Vertiefungen. in der 
Vorrichtung gemafl Abbildung 12 befindet sich eine 
asymmetrische Filtrationseinrichtung in einer aufsteck- 
baren Kartusche auf dem zylindrischen Hohlkorper 1, der 
eine Anionenaustauscherschicht zwischen den Einrichtungen 
5, 6 fixiert enthalt. 

Die Figur 13 betrifft eine Filtrationsvorrichtung, die 
anstelle des Anionenaustauschermaterials ein mineralisches 
Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, Nuklein- 
sauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsorbieren. Vor- 
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zugsweise befindet sich eine Silicagelschicht 11 angeord- 
net zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6, 

Die Figur 14 zeigt eine Kombination der Anordnung gemaii 
Figur 2 sowie einer asymmetrischen Filterschicht mit 
hydrophober Filterschicht, die liber dem Hohlkorper 1, in 
FlieBrichtung der Probe gesehen, angeordnet ist. 

Die erf indungsgemafle Vorrichtung, insbesondere die in 
Figur 3 oder 4 naher erlauterte Vorrichtungen, sind be- 
sonders vorteilhaft, das die Elution der Nukleinsaure aus 
dem zweiten Material 11 mit nur sehr geringen Fliissig- 
keitsmengen gewahrleistet . 

Der DurchfluS der Probe durch die erf indungsgemafie Vor- 
richtung wird grundsatzlich durch die Schwerkraft be- 
wirkt, jedoch kann zur Beschleunigung der Reinigung und 
Trennung der Nukleinsauren ein uberdruck an der offnung 7 
bzw. ein Unterdruck an der offnung 8 bzw. 18 angelegt 
werden. Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der er- 
f indungsgemafien Vorrichtung verwendet als asymmetrische 
Filter solche aus gesintertem Glas mit abnehmender Poren- 
groBe oder iibereinandergeschichtete Kunststof fmembranen 
mit abnehmender PorengrdSe in Fliefirichtung der Probe 
durch den Hohlkorper. 

Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quellen konnen ohne 
Zentrifugation, Phenol/Chlorof orm-Extraktion und ohne 
Alkoholf allung erhalten werden, wobei die Nukleinsaure am 
Ende des Verfahrens in konzentrierter Form in Wasser oder 
Puffer niedriger Salzkonzentration vorliegt und somit 
direkt fur anschlieBende enzymatische Reaktionen einsetz- 
bar ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, da£ der Ein- 
satz von teuren Laboreinrichtungen vermieden werden kann. 
Die Elution kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt 
werden und muB nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate 
durchgefiihrt werden. 
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Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustauscher/silica- 
gel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise dadurch, daJ3 
em Polypropylen-Gefa/3 passend in ein handelsubliches 1 5 
ml Zentrifugengefafl, unten mit einer 50 M m Polyethylen- 
Fntte (porose Filterschicht aus Polyethylen, 1,5 mm 
dxck) verschlossen wird und mit 50 mg Silicagel (Lichro- 
sphere Si loo, i 6 - 24 M m; Merck, Darmstadt, FRG) uber- 
schichtet. Diese Silicagelschicht wird mit einer zweiten 
porosen Polyethylen-Fritte verschlossen und die zweite 
Frxtte mit 100 mg Silicagel-Anionenaustauscher (Qiagen, 
Fa. Diagen, Diisseldorf, FRG), PartikelgroBe 16 bis 23 M m 
uberschichtet und abschlieflend mit einer dritten porosen 
Polyethylen-Fritte verschlossen. 

Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/Silicagel- 
Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise dadurch, dafi ein 
Polypropylen-GefaS unten mit einer 50 M m Polyethylen- 
Fritte (porose Filterschicht aus PE; 1,5 mm dick) ver- 
schlossen und mit 50 mg Silicagel (Lichrosphere Si 100, 
16 - 24 Mm) uberschichtet wird. Diese Silicagelschicht 
w ird mit einer zweiten Polyethylen-Fritte verschlossen 
und die zweite Fritte mit 0,5 ml DEAE-Sepharose FF (Fa 
Pharmacia, Freiburg, FRG) , Partikelgrofie 45 - 165 M m uber- 
schichtet und abschlieSend mit einer dritten porosen Poly- 
ethylen-Fritte verschlossen. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher-Membrane/Silica- 
gel-Membran-Extraktions-Saule nach Figur 3 erfolgt vor- 
zugsweise dadurch, dafi in ein Polypropylen-Gefafl auf eine 
Polyethylen-Fritte eine 1 mm dicke Empore R Silicagelmem- 
brane (3) (3M Corp. St. Paul, MN, USA) , ein 0,2 mm dickes 
Polypropylen-Vlies und 1 mm dicke Anionenaustauscher- 
Membrane bestehen aus 16 - 23 M m Qiagen Anionenaustauscher 
Partxkel (Diagen GmbH, Diisseldorf, FRG) plaziert wird. 
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Die Herstellung einer Anionenaustauscher/Silicagel-Mikro- 
t iterstreif en-Extrations-Saule erf olgt wie beschrieben : 
Ein Mikrotiterstreifen mit 8 oder 96 Positionen wird mit 
einer DEAE . Silicagel -Membrane und einer Silicagel-Membrane 
gefiillt. In eine Bohrung eines Mikrotiterstreif ens werden 
eine 0,75 mm dicke Silicagelmembrane, hergestellt aus 
Sident 9 Silicagelpartikeln (fa. Degussa, Frankfurt, 
FRG), eine 0,2 mm dicke Polypropylen-Vlies-Schicht und 
eine 0,8 mm dicke Anionenaustauscher-Membrane hergestellt 
aus Qiagen, 16 - 23 ptiti (Fa. Diagen, Dusseldorf, FRG) 
eingepafit . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele weiter 
erlautert . 

Beispiel 1 

Preparation von Plasmid DNA 

Eine 100 ml Kultur in LB-Ampicillin Medium mit pUC 18 
transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 ml 50 ml 
Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 fig/ml RNAse A resuspen- 
diert . 

Urn die Zelle zu lysieren werden 10 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS 
werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt 
und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach 
wird mit 10 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure neutralisiert , 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird 
30 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert und der Uberstand 
vorsichtig abgehoben. 1 ml klares Zell-Lysat wird auf 
eine DEAE-Anionenaustauscher/Silicagel-Zentrif ugations- 
Extraktions-Saule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
tauscherschicht 1 Minute bei 2.500 g zentrifugiert. Die 
Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 
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50 mM MOPS, p H 7,0 und ait 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat 
PH 7,0, 0,8 ml 1 M Naci0 4 gewaschen, um RNA und Proteine 
zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, p H 7,0 eluiert und dabel direkt an die 
SHicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 70% Ethanol, lOOmM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7 0 
und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Sp Ure n an 
EtOH werden eventuell durch eine weitere Zentrifugation 
entfernt. AnschlieBend wird die DNA mit 50 M l 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 durch Zentrifugieren eluiert 
und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. Die eluierte 
DNA kann dann direkt in einer enzymatischen Reaktion wie 
zum Bexspiel Restriktionsspaltung, Markierung, Sequen- 
zierung oder Amplif ikation eingesetzt werden. 


Beispiel 2 


Parallele Preparation von Plasmid 


DNA 


8 DEAE-Silicagel-Membrane/Silicagel-Extraktions-Saulen 
werden auf einer Vakuumkammer aufgesetzt. 8 x je 1 ml 
ernes Plasmid DNA enthaltenen Zell-Lysates werden unter 
Vakuum (20 bis 750 mbar) durch die Extraktionssaulen 
gesaugt. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl 
15% Ethanol, 50 mM MOPS, p H 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat p H 7,0, 0,8 ml 1 M NaC10 4 gewaschen, um RNA 
und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaClo 
15% Ethanol, 10 mMNa-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscher-schicht eluiert und dabei direkt an die Silica- 
gel-schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0 8 
ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 90% Ethanol/wasser gewaschen. Die Proben- 
rohrchen werden zur Entfernung der hochkonzentrierten 
Salzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
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Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ei nDurchsaugen von 
Raumluft durch ein Vakuum fur 1-2 Minuten verf luchtigt . 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 /utl 1 mM 
Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 3 

Preparation von M13 Einzelstrang DNA 

1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 6000, 
1,5 M NaCl versetzt und nach 10 Minuten Inkubation auf 
Eis 15 Minuten bei 15.000 g abzentrif ugiert • Das Phagen- 
pellet wird in 0,5 ml 0,5 M Guanidin-HCl , 1% Triton X-100 
resuspendiert und 10 Minuten bei 70 °C lysiert. Das Phagen- 
lysat wird auf einer Vakuumkammer direkt durch eine 
Extraktionssaule nach Beispiel 3 gesaugt und adsorbiert. 
Die Extraktionssaule wird mit 1 ml 0,75 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 1ml 0,75 M NaC104 , 50 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 gewaschen und mit 7 M Guanidin, 15% 
Ethanol, 5 0 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscherschicht eluiert und an die Si0 2 -Schicht adsor- 
biert. 

Beispiel 4 

Preparation von genomischer DNA aus Blut 

1 ml citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut werden zur 
Lyse der Erythrozyten mit 1 ml 1% Saponin versetzt und 
sofort nach dem Mischen, 5 Minuten bei 2.500 g abzentri- 
f ugiert. Die Leukozyten werden in 1 ml PBS-Buffer re- 
suspendiert und nochmals pellet iert. Die gewaschenen 
Leukozyten werden in 1 ml 500 mM Guanidin-HCl, 50 mM 
Tris-HCl. 10 mM EDTA, pH 8,0 resuspendiert und die Zellen 
durch Zugabe von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml) 2 Stunden 
bei 50 °C lysiert. Das Leukozyten-Lysat wird sofort auf 
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die Agarose/Anionenaustauscher/Silicagel/Extraktionssaule 
pipettiert und mit 1 ml 0,25 M NaCI, 10 mM Na-Acetat p H 
7,0 und 1 ml o,25 NaCl0 4 , 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen. 1 ml citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut 
wird unter Vakuum, durch eine Anionentauscher-Silicagel- 
Saule gesaugt. Die Leukozyten werden dabei in der Matrix 
eingefangen, wogegen die wesentlich kleineren Erythrozyten 
durch die Matrix durchwandern . Die Extraktionssaule wird 
zweimal mit 1 ml PBS-Puffer nachgewaschen. Die eingefan- 
genen Leukozyten werden mit 10 % Tween 10, 15 Minuten bei 
Raumtemperatur lysiert. Die Zellbruchstucke und Proteine 
werden mit zweimal 1 ml 1 M Guanidin-HCl , pH 7,0 ausge- 
waschen und die DNA mit 7M NaCl0 4 , 50mM Na-Acetat, pH 7,0 
von der Saule eluiert. 

Beispiel 5 

Preparation, Entsalzung und Konzentration von DNA im 
Mikrotiterformat 

96 x 1 ml Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 Blue 
E.coli Zellen, werden im 2 x YT Medium 18 Stunden bei 
37 °C in einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertiefungen 
(Fa. Beckmann, Miinchen) kultiviert. Die Zellen werden in 
einer Mikrotiterzentrifuge fur 10 Minuten bei 2.500 g 
pelletiert. Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. 
Matrix Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,2 5 ml 
50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 M g/ml RNAglA in die 
Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert und die Zellen 5 
Minuten auf einen Vibrations-Schiittler resuspendiert . 

Die Zellen werden durch die Zugabe von je 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, l% SDS 5 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schvitteln lysiert. Anschlieflend werden je 0,25 ml 3 M 
K-Acetat, 2 M Esigsaure, pH 5,5 - 6,0 Neutralisations- 
puffer zugegeben, die einzelnen Napfe mit einer Kappe 
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verschlossen und gemischt. Nach einer Inkubation von 10 
Minute auf Eis wird die Probe 30 Minuten bei 3.000 g 
zentrifugiert , urn die Zellbruchstiicke und das prazi- 
piterte SDS zu pelletieren. Der Uberstand wir mit einer 
8-Kanal-Multichanel-Pipette vorsichtig abgehoben und in 
die 96er Mikrotiterplatte mit einer DEAE-Silicagelmem- 
brane und Silicagelmembrane pipettiert. Nach der uber- 
fiihrung aller 9 6 Proben werden die Proben durch Anlegen 
eines Vakuums an eine Filtrierapparatur durch die Mikro- 
titerplatte gesaugt. Die DNA wird dabei an die Anionen- 
austauscher-Schicht adsorbiert, wohingegen unter diesen 
speziellen Bedingungen Proteine, RNA und Metabolite nicht 
adsorbiert werden. 

Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Etha- 
nol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0, 0 , 8 ml 1 M NaC10 4 gewaschen, urn RNA und 

Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaClO„ , 15% 

4 

Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7 , 0 eluiert und dabei direkt 
an die Silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 9 0% Ethanol/Wasser gewaschen. An- 
schlieBend wird die von Salz befreite DNA in konzentrier- 
ter Form mit je 50 pi 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
von der Silicagel-Schicht in eine weitere Mikrotiter- 
platte eluiert. 

Die Herstellung der Zell-Lysate mit Hilfe der Zentrifu- 
gation ist ein langwieriges und aufwendiges Verfahren. 
Die Limitierung ist vor allem dann gegeben, wenn viele 
Proen routinemai3ig prapariert werden miissen. Die Zentri- 
fugation hat den Nachteil, da£ sie sich nicht automati- 
sieren la£t. 

Ein weiterer Gegenstand (und Verfahren) der Erfindung ist 
eine Vorrichtung und ein Verfahren zur automatischen 
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Durchfuhrung des Verfahrens ohne Zentrif ugation in Form 
einer Filtrationseinheit , die der eigentlichen Reinigung 
der Nukleinsaure vorgeschaltet ist. 

Dabei wird die Probe nach bekannter Weise mit Proteinasen 
Detergentien und/oder Temperatur oder Alkali lysiert. 
Dieses rohe Lysat wird direkt auf den Filtrationsauf satz 
dekantiert, uberfiihrt oder pipettiert. Die Filterschicht 
des Filtrationsauf satzes ist so aufgebaut, dafl ein Ver- 
stopfen der Filter durch die Zelltriimmer, ausgefallene 
Proteine oder Detergentien vermieden wird. Das Zell-Lysat 
wird durch die Filterschicht mit einem Stempel oder uber- 
druck durchgedriickt oder unter Anlegen eines Vakuums 
durchgesaugt. Dabei werden alle ungeldsten Bestandteile 
zuriickgehalten und das klare Lysat tropft direkt auf die 
Adsorptionsschicht. Durch die Wahl der geeigneten Ad- 
sorptionsbedingungen wird die Nukleinsaure an der Ad- 
sorptionsschicht adsorbiert. Die Filtrationseinheit mit 
dem Filterkuchen wird von der Adsorptionseinheit abge- 
trennt und/oder verworfen und fur die Analyse des Filter- 
kuchens aufgehoben. Die Adsorptionseinheit wird mit ge- 
eigneten Losungsmitteln oder Puffern nachgewaschen , urn 
unerwunschte Bestandteile zu entfernen und die erwiinschte 
Probe wird zum Schlufl mit einem geeigneten Elutionsmittel 
eluiert . 


Beispielsweise laSt sich nach dem erf indungsgemaBen Ver- 
fahren Plasmid DNA ohne eine Klar-Zentrifugation in einer 
Kiihlzentrifuge praparieren. 9 6 x 1 ml Kulturen von Plas- 
mid pBluescript in XL1 Blue E.coli Zellen, werden im 2 x 
YT Medium 18 Stunden bei 37 'C in einer Mikrotiterplatte 
mit 1,5 ml Vertiefungen (Fa. Beckmann, Munchen) kulti- 
viert. Die Zellen werden in einer Mikrotiterzentrifuge 
fur 10 Minuten bei 2.500 g pelletiert. 
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Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix Tech- 
nologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 50 mM Tris- 
HC1, 10 mM EDTA, 100 Mg/ml RNAglA in die Mikrotiterver- 
tiefungen pipettiert und die Zellen 5 Minuten auf einem 
Vibrations-Schiittler resuspendiert . Die resuspendierten 
Zellen werden in das Probenreservoir des Filtrationsauf - 
satezs liber fiihrt und mit 0,2 5 ml 0,2 M NaOH/1% SDS ver- 
setzt. Die Probe wird 5 Minuten auf einen Vibrations- 
schiittler geschiittet Oder mit einem Stopfen oder einer 
Klebefolie verschlossen und gemischt, oder durch mehr- 
maliges Auf- und Abpipettieren gemischt. 

Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zur Lyse 
wird zur Neutralisation der NaOH und Prazipitation des 
SDS 0,2 5 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zugegeben und 
nach einem der oben beschriebenen Verfahren gemischt . 
Dieses rohe Zell-Lysat wird nun statt einer Zentrifu- 
gation auf einer Vakuumkammer bei 10 mbar - 800 mbar 
Vakuum durch die Filtrationsschicht gesaugt. Eine 
asymmetrische oder eine stufenweise Porositat im Bereich 
2 00 jzm bis 5 fj.m aufweisende Filterschicht mit einer Dicke 
von 2 - 10 mm halt die Zellbruchstucke und anderen un- 
geldsten bzw. prazipitierten Bestandteile zuriick ohne zu 
verstopfen. Das Plasmid DNA enthaltende, klare Zell-Lysat 
tropft durch die Filterschicht auf die Adsorptionsschicht 
(Anionenaustauscher oder Silicagel) und die DNA wird ad- 
sorbiert, wogegen Proteine, RNA und andere zellulare 
Metabolite unter den gegebenen Salzbedingungen nicht 
binden. Die Filtration ist nach ca 10 bis 60 Sekunden 
beendet. Der Filterauf satz wird abgenommen und zusammen 
mit dem Filterkuchen verworfen. 

Die gebundene DNA wird mit 1 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 
mM Tris-HCl pH 7,0 und 2 mal mit 1 ml 1,5 M NaClO, , 10 mM 
Na-Acetat, pH 6,5 gewaschen und mit 7 M NaCl0 4 , 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 7,0 von Anionenaustauscher 
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eluiert und nach Passieren der Trennschicht aus einem 
Nylonnetz Oder PP-viies unter den hohen Salzkonzentra- 
tionen sofort an die Silicagelschicht gebunden. Dabei 
binder, die Proteine und RNA bei 1 M - 2 M NaCIO nicht an 
die SHicagelschicht und werden ausgewaschen. Die Silica- 
gelschicht wird zum Entfernen der restlichen Spuren an 
Proteinen rait 1 ml 7 M Guanidin HC1, io mM Na-Acetat, p H 
7,0 gewaschen. Die Hochsalzlosung an 7 m NaCIO wird 
zweckmaMgerweise ait 1 ml 70% EtOH, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 1 ml 90% Ethanol/Wasser Oder 1 ml 
90% Aceton/Wasser ausgewaschen. Nach dem Trocknen wir die 
Plasmid DNA salzfrei und inkonzentrierter Form mit 50 „1 
1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,5 eluiert. 

Auf diese Weise laSt sich die Plasmid DNA in kiirzester 
Zeit ohne Zentrifugation, Phenol/Chloroform-Extraktion 
und ohne Alkoholfallung mit einer Ausbeute von 50% bis 
80% inkonzentrierter Form isolieren. Bei der Verwendung 
einer beschriebenen Mikrotiterplattenversion lassen sich 
96 Plasmid-Minipreps von 1 - 2 ml E.coli Kulturen mit 
einer Ausbeute von 1 - io M m DNA in ca. 60 Minuten 
praparieren von einer Person. Die bisher bekannten 
Verfahren benotigen dazu 6 bis 12 Stunden. 

Beispiel 6 

Plasmid Miniprep mit einer Vorrichtung nach Figur 7 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert , 
urn die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in' 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 M g/ml 
RNAse A resuspendiert. zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Danach wird 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neu- 
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tralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung 
nach Figur 7 uberfiihrt. Die ganze Vorrichtung wird auf 
eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder Uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedriickt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbrucstucken, den denaturier- 
ten Proteinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. 

Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS , pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine 
zu entfernen.Die DNA wird mit 1 ml 1,25 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA 
wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung mit Alkohol 
gefallt und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrifugation 
pelletiert . 

Beispiel 7 


Preparation von Plasmid DNA mit einer Vorrichtung nach 
Figur 8 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrif ugiert , 
urn die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 Mg/ml 
RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
uberfiihrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 8 gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
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und das Zell-Lysat ait 20 abar - 800 abar durch die Vcr- 
rxchtung gesaugt. Alternativ kann die Probe ait einea 
Kolbensteapel oder uberdruck durch die Filtrations- 
schxchten gedruckt werden. Nach der Filtration wird die 
Fxltrationsvorrichtung abgenoaaen und der Filterkuchen 
»xt den Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und 
dea ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
wxrd 2 nal ait 0 , 8 al l m Nad, 15% Ethanol, 50 aM mops 
PH 7,0 gewaschen, ua RNA und Proteine 2U entfernen. Die' 
DNA wird ait 1 al 1,25 M NaCl, 15% Ethanol, 50 aM 
Tris-HCl, P H 8,5 eluiert. Die eluierte DNA wird zur 
Entsaltzung und zur Konzentrierung ait Alkohol gefallt 
und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrifugation 
pelletiert. 


Beispiel 8 


Preparation von Plasaid DNA an einer Silicagel-Schicht 
nut einer Vorrichtung nach Figur 10 

Eine 1,5 al XL Blue E.coli Kultur ait P UC 18 Plasaid DNA 
xn LB-Mediua wird 5 Minuten bei 10. 000 g zentrifugiert 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 al 50 al Tris-HCl, 10 a MEDTA, p H 8,0, 100 M g/al 
RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
nach Fxgur 10 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 al 0 2 
M NaOH , 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
richtung gegeben, die Vorrichtung ait einea stopfen oder 
emerKlebefolie verschlossen, vorsichtig geaischt und 5 
Manuten bei Rauateaperatur stehen gelasen. Danach wird 
0,5 al 5,5 M Guanidin-HCl, 0,25 M K-Acetat, pH 5 5 zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
xnkubiert. Die ganze Vorrichtung nach Abb. 10 wird auf 
erne Vakuua-Kaaaer aufgesetzt und das Zell-Lysat ait 2 0 
mbar - 800 abar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann dxe Probe ait einea Kolbensteapfel oder uberdruck 
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durch die Filtrationsschicht abgenommen und der Filter- 
kuchen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. Die Ex- 
traktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M NaC10 4 , 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen und mit 0,8 ml 90% 
Ethanol/Wasser gewaschen und die Ethanolspuren durchge- 
saugt. Zum SchluB wird die DNA mit 50 fj.1 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen 
aufgef angen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzierung oder Amplif ikation eingesetzt werden. 

Beispiel 9 

Preparation von 8 x Plasmid DNA in einem Mikrotiter- 
streif en 

8 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 10.000 g zentri- 
fugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl,10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
Aig/ml RNAse A resuspendiert und in die vorrichtung nach 
Figur 14 uberfiihrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
richtung gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,2 5 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtung esaugt. Alternativ kann die Probe mit Uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
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der Filterkuchen mit den Zellbruchstiicken, den danaturier- 
ten Proteinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. Die 
Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl , 15% Ethanol, 
50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 1 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu 
entfernen. Die DNA wird mit 7 M NAC10 4 , 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustauscher-Schicht 
10 eluiert und dabei direkt an die Silicagel-Schicht 11 
gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 
ml 9 0% Ethanol/Wasser gewaschen. Die in der Extraktions- 
schicht vorhandenen Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ein 
Durchsaugen von Raumluft durch ein Vakuum fur 1-2 
Minuten verf luchtigt . AnschlieBend werden die 8 Proben 
mit je 50 m1 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8 , 0 eluiert. 

Beispiel 10 


Preparation von 8 x 1 ml M13 DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 13 

8 x 1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 
6000, 1,5 M NaCl versetzt und 10 Minuten auf Eis inku- 
biert. Die Proben werden auf eine Vorrichtung nach Abb. 
13 iiberfuhrt und das Phagenlysat wird auf einer Vakuum- 
kammer direkt durch eine Vorrichtung nach Figur 13 
gesaugt und filtriert. Das Phagenpellet wird durch das 
Durchsaugen von 7M Guanidin-HCl, pH 7,0 lysiert und die 
DNA gleichzeitig an die Silicagelschicht 11 adsorbiert. 
Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M Guanidin-HCl, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen, urn Proteine zu ent- 
fernen. Die Extraktionssaule wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 
100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCl, 100 mM Na-Acetat pH 7 , 0 und mit 0,8 
ml 9 0% Ethanol/Wasser gewaschen und fur 1-2 Minuten 
Luft durchgesaugt . Zum SchluB wird die DNA mit 50 /il 10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 
ml Rohrchen aufgefangen. 
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Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Mar- 
kierung, Sequenzierung Oder Amplif iation eingesetzt 
werden. 

Beispiel 11 

Preparation von 8 x 12 Plasmid DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 14 

96 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 2.500 g zentrifu- 
giert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
Mg/ml RNAse A resuspendiert und in die Vorrichtung mit 
einem Stopfen Oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die 
Probe mit uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
driickt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den Zell- 
bruchstiicken, den denaturierten Proteinen und dem ausge- 
fallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird 0,8 ml 
1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 
1 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird 
mit 7 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von 
der Anionenaustauscher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt 
an die Silicagel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 9 0% Ethanol/Wasser gewaschen. 
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Die xn der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol-H o- 
Reste werden durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein 
Vakuum fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt . Anschliefiend ver _ 
den d le 96 Proben m it je 50 *1 i « Tris-HCl, 0/1 EDTA 
PH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen 
Di. eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen ' 
Reaktxon, wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzierung oder Amplif ikation eingesetzt werden 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 

a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufge- 
schlossen und die Zelltriimmer entfernt werden 
oder sonstige nukleinsaurehaltige Proben mit 
Anionenaustauschern behandelt werden, und zwar 
in Puf f erlosungen mit geringer Ionenstarke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desor- 
biert werden, um danach 

c) im Puffer hoher Ionenstarke mit einem minera- 
lischen Tragermaterial behandelt zu werden 
unter Adsorption der Nukleinsaure an die Ober- 
flache der mineral ischen Tragerstof f e, worauf- 
hin 

d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser 
oder einer Pufferlosung mit geringer Ionen- 
starke erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
da£ die Verf ahrensschritte b) und c) unmittelbar 
auf einanderf olgend durchgefiihrt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei Zentri- 
fugations- oder Filtrationsschritte dem Schritt a) 
vorgeschaltet werden, um nicht geloste Bestandteile 
mechanisch abzutrennen. 
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Verfahren nach mindestens einem der Anspruche l bi 

3, wobei zwischen den Schritten a) und b) ein ode 
mehrere Waschschritte mit Puf f erldsungen nit gerin- 
ger oder. pro Waschschritt steigender lonenstarke 
erfolgen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, wobei zwischen den Schritten c) und d) ein oder 
mehrere Waschschritte mit einer Pufferlosung hoher 
lonenstarke erfolgen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche l bis 

5, wobei zwischen den Schritten c) und d) mindestens 
ean Waschschritt mit wafirig/alkoholischer Losung 
erfolgt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei ein Anionenaustauscher vorzugsweise mit 
hoher Oberflachenladung verwendet wird. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

7, wobei die Nukleinsaure aus einer PGR- (Polymerase 
Chain Reaction), SSSR- (Self-Sustained- Sequence 
Replication) , Ligase-Chain-Reaction stammt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

8, wobei die Nukleinsaure 10 Nukleotide bis 2 00.000 
Nukleotide umfafit. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

9, wobei die Nukleinsauren aus Bakterien, Zell- 
kulturen, Blut, Gewebe, Urin, viren oder anderen 
biologischen Quellen stammt. 


Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
10, wobei markierte Nukleinsauren insbesondere mit 
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Biotin markierte Nukleinsauren fluoreszenz markierte 
Nukleinsauren, wie mit Fluorescein-Isothiocyanat 
markierte oder radioaktiv markierte Nukleinsauren 
eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

11, wobei als mineralische Trager Silicagel, Glas, 
Zeolithe, Alumniumoxid, Titandioxid, Zirconoxid, 
Kaolin und/oder Kieselalgen verwendet werden. 

13 . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

12, wobei porose oder nicht porose Matrices verwen- 
det werden mit einer PartikelgroBe von 1 ^m bis 250 
Mm, vorzugsweise 10 bis 30 juin. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

13, wobei eine Silicagelsuspension mit einer Par- 
tikelgrdfle von 1 bis 250 ^m, vorzugsweise 10 bis 3 0 
Mm verwendet wird. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

14 , wobei der Anionenaustauscher eine Partikelgrofie 
von 1 bis 250 fjtm, vorzugsweise 10 bis 100 ^m, und 
einem Porendurchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugs- 
weise 100 bis 400 nm, aufweist. 

16. Vorrichtung zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren mit einem Hohlkorper (1) mit einer EinlaBoff- 
nung (7) und einer Ausla£6f f nung (8) , wobei im Hohl- 
korper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtungen (5, 6) 
ein pulverf ormiges erstes Material auf Silicagel- 
basis (10) angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet , 
daiJ ein zweites Material (11) zwischen dem ersten 
Material (10) und der AuslaBof f nung (8) angeordnet 
ist, wobei die ersten und zweiten Materialien (10, 
11) unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur 
Nukleinsauren aufweisen. 
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vorrichtung nach Anspruch 16 , dadurch gekennzeich- 
net, da3 die Fixiereinrichtungen (5, 6) porose 
schexben aus gesintertem Glas oder Keramik (Fritten) 
Oder Membranen aus Kunststof fen, wie Polyethylen 
Polypropylen, Polytetraf luorethylen oder Nylon ' 


sind. 


Vorrichtung nach Anspruch 16 und/oder 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Materialien (10, 11) direkt 
aneinandergrenzen, und zwar in getrennten Schichten, 
und gemeinsam von den Fixiereinrichtungen (5, 6) 
gehalten werden. 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 16 
bis is, dadurch gekennzeichnet, dafi die Materialien 
(10, 11) durch eine Trenneinrichtung (13) getrennt 
sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Trenneinrichtung (i 3 ) eine porose 
Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas (Fritte) 
oder eine Kunststof fmembran, vorzugsweise aus Nylon' 
ist . ' 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 16 
bis 20, dadurch gekennzeichnet, dafi das zweite Ma- 
terial (11) in dem einen Kanal bildenden AuslaB- 
rohrchen (18), das einen geringeren Querschnitt als 
der Hohlkorper (1) aufweist, zwischen den Fixierein- 
richtungen (5, 15) fixiert ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 21, wobei das zweite Ma- 
terial (11) vom ersten Material (10) nur durch eine 
gemeinsame Einrichtung (17) getrennt sind. 
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23. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 16 
bis 23, dadurch gekennzeichnet , daB das erste Ma- 
terial (10) aus einem Anionaustauscher auf Silica- 
gelbasis besteht, wahrend das 2weite Material (11) 
aus einem Silicaglas besteht. 

24. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 16 
bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB die Material ien 
(10, 11) pulverformig und/oder PreBkorper sind. 

25. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 16 
bis 23, wobei die Partikel der Materialien (10, 11) 
in einem Tragernetz aus inerten Kunststoffen einge- 
bettet sind. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Tragernetz aus Teflon besteht. 

27. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 2 3 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB im Hohlkdrper 
(1) eine weitere Schicht (12) zwischen dem EinlaB 
(7) und dem ersten Material (10) angeordnet ist, die 
als mechanische Filtereinrichtung wirkt. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeich- 
net, daft die dritte Schicht (12) ein asymmetrischer 
Filter ist, wobei die PorengrdSen des Filters in 
FlieBrichtung abnimmt. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 27 und/oder 28, 
wobei der asymmetrische Filter aus gesintertem Glas 
mit abnehmender Porengrofle oder iibereinandergeschich- 
teten Kunststof fmembranen mit abnehmender PorengroBe 
besteht. 
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■ Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
16 b 1S 29 in einem Verfahren gemafi xaindestens einem 
der Anspruche 1 bis 15 zur p ro teinentfernun g einer 
nuklexnsaurehaltigen Probe unter Vermeidung einer 
phenolischen, phenolisch/Chlorof onn oder Chloroform- 
extraktion. 

Verwendung eines Wasch- oder Adsorptionspuf f ers zur 
Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dafi die Losung 1 
bis 7 M Natriumperchlorat, 1 bis 7 M Gornidinhydro- 
chlond, 1 bis 5 M Natriumchlorid, 1 bis 6 M 
Natriumiodid, 1 M Natriumchlorid/20% Ethanol ent- 
halt. 

Verwendung eines Puf fersystems zur Elution der ad- 
sorbierten Nukleinsauren in einem Verfahren gema/3 
mxndesten. einem der Anspruche 1 bis is, wobei der 
Puffer Wasser, Tris bei einem pH-Wert von 5 bis 9 
enthalt. 

Verwendung der gemaB einem der Verfahren 1 bis 15 
gewonnen Nukleinsauren in einer der folgenden en- 
eymatischen Reaktionen, wie Restriktionsabdauung, 
Sequenzierung, Amplif ikation, Markierung. 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus zellen oder anderen Quellen, wobei 

die Zelltrummer oder sonstige Partikel durch 
exne Filterschicht mit, in FlieBrichtung der 
Probe gesehen, abnehmender PorengroBe entfernt 
werden, 

wobei dann das Effluat mit einem Anionenaus- 
tauscher in Puf f erlosungen mit geringer Ionen- 
starke behandelt wird. 


a) 


b) 


t % 

- 37 - 

35. Vorrichtung zur Durchf uhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 34, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (10) mit 
Anionenaustauschereigenschaften, aus der Richtung 
der EinlaBof fnung (7) her gesehen, angeordnet ist. 

36. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 

a) die Zelltriimmer oder sonstige Partikel durch 
eien Filterschicht mit, in FlieBrichtung der 
Proben gesehenen, abnehmenden FilterporengrdBen 
entfernt werden, 

wobei 

b) das Effluat danach mit einem mineralischen 
Trager in Puf f erlosungen hoher Ionenstarke be- 
handelt wird. 

37. Vorrichtung zur Durchf uhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 36, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (11), 
die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke der ent- 
sprechenden Losung zu binden vermag, aus der 
Richtung der Einlafiof f nung (7) her gesehen, ange- 
ordnet ist. 


• t 
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Zusa mmenfassunr^ 


E 


s wlrd ein Varfahren beschrieben zur Isolierun, und Rai- 
n^u„ g von Ku Ueins , uren aus Zellen ^ 


a) 


b) 


c) 


die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen 
und die Zelltrummer entfernt werden oder sonstige 
nukleinsaurehaltige Proben ait Anionenaustauschern 
behandelt werden, und zwar in Puf f erlosungen mit 

geringer lonenstarke, 

danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
lonenstarke von dem Anionenaustauscher desorbiert 
werden, urn danach 

i» Puffer hoher lonenstarke mit einem mineralischen 
Tragermaterial behandelt zu werden unter Adsorption 
der Nukleinsaure an die Oberflache der mineralischen 
Tragerstoffe, woraufhin 

eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser oder 
emer Pufferlosung mit geringer lonenstarke erfolgt. 

vtlf27 iCh T g DUrChfUhrU ^ — -findungsgemaBen 

IZlZfT ^ ** lM *P~ CD -it einer 

Hohlk T (?) ^ Siner Auslafi °"-ng (8), wobei i m 

Hohlkorper (1) zwischen zwei Fixiereinricntungen 

6 exn pulverformiges erstes Material auf Silicagelbasis 
(10) angeordnet ist und ein zweites Material (ii) 
zwischen dem ersten Material (io, und der Auslal36f fnung 

lL a ??o 0rdnet W ° bei SrSten Und zweiten ^teria- 

" ( '.^ unt ^schiedliche Adsorptionscharakteristika 
fur Nukleinsauren aufweisen. 


d) 
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Fig :7 



Fig : 8 



Fig : 9 
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